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原 核 生 物 か ら ヒ ト に い た る ま で 、す べ て の 生 物 は 1個 の 細 胞 が 分 裂 し て 2個
の 細 胞 に な る の に 先 立 ち 、自 身 の 染 色 体 DNAを 複 製 す る 必 要 が あ る 。染 色 体 DNA
の 複 製 は 、染 色 体 上 の 複 製 起 点 と 呼 ば れ る 特 定 領 域 か ら 開 始 さ れ 、DNAポ リ メ
ラ ー ゼ を は じ め と し て 多 く の タ ン パ ク 質 が 複 製 起 点 に 呼 び 込 ま れ る こ と に よ
り 開 始 さ れ る 。 複 製 さ れ た 二 本 鎖 DNAは 、 細 胞 分 裂 に よ り 2つ の 娘 細 胞 に 均 等
に 分 配 さ れ て 遺 伝 情 報 を 伝 え て い く が 、DNA複 製 は 1回 の 細 胞 分 裂 に つ き 1回 だ
け 行 わ れ 、 2回 以 上 の 過 剰 な 複 製 が 起 こ ら な い よ う に 厳 密 に 制 御 さ れ て い る 。
DNA複 製 の 異 常 は 、 遺 伝 子 の 変 異 、 細 胞 内 の 染 色 体 数 異 常 な ど を 引 き 起 こ し 、
細 胞 の が ん 化 や 遺 伝 病 の 原 因 と な る こ と も あ る 。そ の た め 、染 色 体 DNAの 複 製
開 始 お よ び そ の 制 御 の 基 本 メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に す る こ と は 、 非 常 に 重 要 で
あ る 。  
大 腸 菌 の 染 色 体 DNA複 製 は 、 245 bpか ら な る oriCと 呼 ば れ る 複 製 起 点 か ら
開 始 さ れ る 。 染 色 体 DNAが 複 製 さ れ る た め に は 、 複 製 開 始 タ ン パ ク 質 DnaAが 、
複 製 起 点 に リ ク ル ー ト さ れ る こ と が 必 須 で あ る 。DnaAは ATPと 結 合 し た 時 に の
み 複 製 を 開 始 し 、 ATPが 加 水 分 解 さ れ て ADP結 合 型 に な る こ と で 、 DnaAは 不 活
性 化 す る 。DnaAに よ る 染 色 体 DNAの 過 剰 複 製 抑 制 機 構 と し て は 、こ の DnaA自 身
の 不 活 性 化  (RIDA制 御 系 )と 細 胞 内 DnaA量 の 調 節 が あ る 。ま た 、大 腸 菌 の 染 色
体 DNAは 通 常 メ チ ル 化 さ れ て い る が 、複 製 開 始 直 後 の 新 生 鎖 は メ チ ル 化 さ れ て
い な い た め 、 複 製 後 し ば ら く の 間 は ヘ ミ メ チ ル 化 状 態 に な っ て い る 。 こ の ヘ
ミ メ チ ル 化 状 態 の oriC領 域 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 と し て 、SeqAが 発 見 さ れ た 。
こ の SeqAタ ン パ ク 質 が ヘ ミ メ チ ル 化 状 態 の oriC領 域 に 結 合 す る こ と に よ り 、
染 色 体 DNAの 再 複 製 開 始 が 抑 制 さ れ る 。こ の よ う な メ カ ニ ズ ム を 介 し て 、染 色
体 DNAの 過 剰 複 製 が 制 御 さ れ て い る が 、そ の 詳 細 な 分 子 機 構 に 関 し て は い ま だ
解 明 さ れ て い な い 。し た が っ て 、oriC結 合 タ ン パ ク 質 で あ る DnaAと SeqAの DNA
認 識 機 構 を 明 ら か に す る こ と は 、DNA複 製 の メ カ ニ ズ ム の 解 明 に お い て 大 変 重
要 な 知 見 を 与 え る と 考 え ら れ る 。  
以 上 の よ う な 観 点 か ら 、本 論 文 で は 大 腸 菌 の DNA複 製 の 制 御 に 関 わ る 2つ の
因 子 、DnaAと SeqAに 着 目 し 、そ れ ら の DNA結 合 メ カ ニ ズ ム の 解 明 に 焦 点 を 当 て
て 解 析 を 行 っ た 。本 論 文 で は 、ま ず 複 製 開 始 因 子 で あ る DnaAの DNA結 合 ド メ イ
ン と oriC DNAと の 複 合 体 の 再 構 成 に 成 功 し 、単 結 晶 を 作 製 し て X線 結 晶 構 造 解
析 法 に よ り そ の 複 合 体 の 立 体 構 造 を 決 定 し た 。そ し て 、DnaAの 配 列 特 異 的 DNA
結 合 の 分 子 機 構 を 原 子 分 解 能 で 解 明 し た 。 次 に 、 複 製 開 始 の 負 の 制 御 因 子 で
あ る SeqAの 機 能 ド メ イ ン を 、 欠 失 変 異 体 群 を 用 い た 生 化 学 的 手 法 に よ り 明 ら
か に し た 。 そ し て 、 同 定 し た SeqAの DNA結 合 ド メ イ ン と ヘ ミ メ チ ル 化 DNAと の
複 合 体 の 結 晶 化 に 成 功 し 、X線 結 晶 構 造 解 析 法 に よ り そ の 複 合 体 の 立 体 構 造 を
解 明 し た 。ま た 、SeqAの DNA結 合 ド メ イ ン が 、特 殊 な ミ ス マ ッ チ を 有 す る SeqA
認 識 配 列 DNAに 結 合 す る こ と を 見 い だ し 、 SeqAと ミ ス マ ッ チ DNAと の 複 合 体 に
つ い て も 立 体 構 造 決 定 に 成 功 し た 。 そ し て 、 こ れ ま で 不 明 で あ っ た SeqAの ヘ
ミ メ チ ル 化 DNA認 識 の メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に し た 。本 論 文 で は 、こ れ ら の 解 析
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結 果 に 基 づ い て 、DNA複 製 開 始 の 制 御 メ カ ニ ズ ム に つ い て の 新 た な モ デ ル を 提
案 し て い る 。 以 下 に 、 本 論 文 の 各 章 の 概 要 を 述 べ 、 評 価 を 加 え る 。  
第 1章 は 序 論 で あ り 、 DNA複 製 の 重 要 性 と 、 原 核 生 物 に お け る 複 製 開 始 メ カ
ニ ズ ム に つ い て 記 述 さ れ て い る 。 本 研 究 に お い て 研 究 対 象 と し て い る DnaAお
よ び SeqAに つ い て 、 こ れ ま で の 先 行 研 究 に よ っ て 議 論 さ れ て い る そ れ ら に よ
る 大 腸 菌 染 色 体 の 過 剰 複 製 の 制 御 機 構 に つ い て 解 説 す る こ と で 、 本 研 究 に お
け る 背 景 と 目 的 に つ い て 述 べ て い る 。  
第 2章 で は 、 DnaAに つ い て の 解 析 結 果 お よ び 考 察 が な さ れ て い る 。 ま ず 、
DnaA の DNA 結 合 領 域 で あ る ド メ イ ン IV(374-467) と DnaA 結 合 DNA 配 列 (DnaA 
box)を 含 む 13 bpの DNAと の 複 合 体 の 再 構 成 を 行 い 、 そ の 複 合 体 の 単 結 晶 を 得
た 。そ し て DnaAド メ イ ン IVと DnaA box複 合 体 の 立 体 構 造 を 、X線 結 晶 構 造 解 析
法 に よ っ て 決 定 す る こ と に 成 功 し た 。 今 回 明 ら か に し た 大 腸 菌 の DnaAド メ イ
ン IV-DNA 複 合 体 構 造 と 、 す で に 結 晶 構 造 解 析 が 行 わ れ て い た Aquifex 
aeolicusの DnaAド メ イ ン III-IV部 分 の 構 造 を 重 ね 合 わ せ た モ デ ル を 作 成 す る
こ と に よ り 、 こ れ ま で に 決 定 さ れ て い た DnaAド メ イ ン III-IVの 立 体 構 造 に お
け る ド メ イ ン の 相 対 配 置 に 問 題 が あ る こ と を 明 ら か に し た 。 す な わ ち 、 既 知
の 構 造 で は 、DnaAド メ イ ン III-IVは DNAと 立 体 障 害 に よ っ て 結 合 す る こ と が で
き な い こ と が 判 明 し た 。こ の 事 実 は 、ド メ イ ン IIIと ド メ イ ン IVの 位 置 関 係 が 、
DNA結 合 の 際 に ダ イ ナ ミ ッ ク に 変 換 す る こ と を 示 唆 し た 。  
ま た 、 大 腸 菌 の DnaAド メ イ ン IVが DnaA box DNAの 主 溝 と 副 溝 の 両 方 に お い
て 、 水 素 結 合 と フ ァ ン ・ デ ル ・ ワ ー ル ス 結 合 に よ っ て 塩 基 配 列 を 認 識 し て い
る こ と を 明 ら か に し 、 本 研 究 で は じ め て 、 DnaAの DnaA box配 列 の 認 識 メ カ ニ
ズ ム が 解 明 さ れ た 。さ ら に 、DnaAが 結 合 す る こ と に よ り 、DNAが 約 30゜ 湾 曲 さ
れ る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 DnaAの oriC領 域 で の 複 製 開 始
機 構 の モ デ ル を 提 案 し て い る 。 本 研 究 で 得 ら れ た 新 発 見 は 、 複 製 開 始 反 応 の
メ カ ニ ズ ム の 理 解 に 重 要 な 知 見 と し て 高 く 評 価 す る こ と が で き る 。  
第 3章 で は 、 SeqAに つ い て の 解 析 結 果 お よ び 考 察 が な さ れ て い る 。 こ の 章
で の 内 容 は 大 き く 2つ に 分 け ら れ る 。ま ず 前 半 に 大 腸 菌 SeqAの 機 能 ド メ イ ン 解
析 に つ い て 述 べ て お り 、 SeqAの N末 端 側 1-59ア ミ ノ 酸 領 域 が 多 量 体 形 成 、 C末
端 側 71-181ア ミ ノ 酸 領 域 が DNA結 合 を 担 う 機 能 ド メ イ ン で あ る こ と を は じ め
て 明 ら か に し て い る 。 ま た 、 SeqAは メ チ ル 化 ア デ ニ ン の 相 補 鎖 に グ ア ニ ン を
持 つ ヘ ミ メ チ ル 化 ミ ス マ ッ チ DNAに も 特 異 的 に 結 合 で き る こ と を 新 た に 見 い
だ し て い る 。 SeqAの 機 能 ド メ イ ン 解 析 は 、 引 き 続 き 行 わ れ た 立 体 構 造 解 析 の
た め の 基 盤 研 究 と も な っ て お り 、 重 要 な 技 術 的 進 歩 と し て 評 価 に 値 す る 。  
後 半 に は 、SeqAの ド メ イ ン 解 析 に よ っ て 得 ら れ た 知 見 を も と に 、SeqAの DNA
結 合 ド メ イ ン (SeqA 7 1 - 1 8 1 )と 、ヘ ミ メ チ ル 化 DNA、ヘ ミ メ チ ル 化 ミ ス マ ッ チ DNA
と の 複 合 体 の 立 体 構 造 を X線 結 晶 構 造 解 析 に よ っ て 決 定 す る こ と に 成 功 し 、そ
れ ら の 構 造 的 特 徴 に つ い て 述 べ て い る 。 結 晶 構 造 中 で 、 SeqA 7 1 - 1 8 1は 、 7つ の
α ヘ リ ッ ク ス と 2つ の β ス ト ラ ン ド か ら な る 新 規 の 高 次 構 造 を 形 成 し て お り 、
 3
DNAの 主 溝 側 に 結 合 す る と と も に 、ヘ ミ メ チ ル 化 ア デ ニ ン の 相 補 鎖 で あ る チ ミ
ン 残 基 を プ ロ ペ ラ 方 向 に 歪 め る こ と を 明 ら か に し た 。 こ の 現 象 は ヘ ミ メ チ ル
化 DNAだ け で な く 、 ヘ ミ メ チ ル 化 ミ ス マ ッ チ DNAに お け る グ ア ニ ン 残 基 に も 引
き 起 こ さ れ て お り 、 メ チ ル 化 ア デ ニ ン の 相 補 的 な 対 と な る 塩 基 を プ ロ ペ ラ 方
向 に 歪 め る と い う 、SeqAに 特 徴 的 な 新 規 の DNA結 合 様 式 を 発 見 し た 。ま た 、SeqA
が 特 徴 的 な ル ー プ 構 造 (L3 loop)に よ っ て 、ヘ ミ メ チ ル 化 G-mA-T-C配 列 を 特 異
的 に 認 識 す る 機 構 を 明 ら か に す る と と も に 、 SeqA変 異 体 を 用 い た 生 化 学 的 な
解 析 に よ り 、L1ル ー プ も DNA結 合 に 重 要 で あ る こ と を 示 し た 。SeqAは ヘ ミ メ チ
ル 化 DNA特 異 的 に 結 合 し 、 フ ル メ チ ル 化 DNAに は ほ と ん ど 結 合 し な い こ と が わ
か っ て い る 。 SeqAは 水 分 子 を 介 し た 水 素 結 合 に よ り 、 メ チ ル 化 ア デ ニ ン の N6
メ チ ル 基 を 認 識 し て い る が 、フ ル メ チ ル 化 DNAに 結 合 し た 場 合 の モ デ ル を 作 成
す る こ と で 、 フ ル メ チ ル 化 DNAで は こ の 水 分 子 が 立 体 障 害 に よ り 排 除 さ れ 、
SeqAの DNA結 合 が 弱 く な る こ と を 示 し 、 SeqAが フ ル メ チ ル 化 DNAへ の 結 合 親 和
性 が 低 下 す る 理 由 を 本 研 究 で は じ め て 明 ら か に し て い る 。 こ れ は 、 SeqAに よ
る DNA複 製 制 御 機 構 に お い て 大 変 重 要 な 知 見 で あ り 、 高 く 評 価 で き る 。  
第 4章 は 考 察 で あ り 、 DnaAと SeqAの oriC DNAと の 複 合 体 構 造 と そ の 機 能 と
の 関 連 に つ い て 議 論 し 、 細 胞 内 で の DnaA、 SeqA、 oriC DNAの 相 互 作 用 と そ の
役 割 に つ い て 述 べ て い る 。 DnaAと SeqAの oriC DNAに 対 す る 相 反 す る 役 割 に つ
い て 考 察 し 、今 回 決 定 し た 構 造 中 で み ら れ た 複 合 体 中 の DNA構 造 の 変 化 が 、実
際 に ど の よ う に 複 製 開 始 制 御 に 影 響 を 及 ぼ し て い る の か に つ い て 詳 細 に 議 論
し て い る 。  
以 上 、 本 論 文 は 、 大 腸 菌 の DNA複 製 制 御 機 構 に 関 わ る タ ン パ ク 質 、 DnaAと
SeqAに つ い て 解 析 し て お り 、 SeqAの 機 能 ド メ イ ン を 明 ら か に す る と と も に 、
DnaAと SeqAの oriC DNAと の 複 合 体 構 造 を 明 ら か に し 、DNA認 識 機 構 に つ い て 詳
細 に 解 明 し た も の で あ る 。 こ れ ら の 研 究 を 通 し て 、 実 際 に 大 腸 菌 内 で こ れ ら
の タ ン パ ク 質 が ど の よ う な メ カ ニ ズ ム で DNA複 製 を 制 御 し て い る の か を 深 く
掘 り 下 げ て 考 察 し て い る 。 DnaAと SeqAの oriC DNA認 識 機 構 を は じ め て 明 ら か
に し た 本 論 文 の 成 果 は 、DNA複 製 開 始 の 制 御 機 構 の 理 解 の た め に 重 要 な 知 見 を
与 え て お り 、 本 論 文 は 博 士 （ 理 学 ） の 学 位 論 文 と し て 十 分 に 価 値 の あ る も の
と 認 め る 。  
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